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(54) Arzneimittel zur Tumorbehandlung 

Die Erfindung betrifft intraversal zu verabreichende Arznei- 
mittel zur Behandlung von Tumorerkrankungen, die einen 
Gehait an in Uposomen und/oder Erythrozyten enkapsulierten 
ImmunstimulantienoderCytotoxikaaufweisen. (32 18 121) 
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Arzneimittel zur Tumorbehandl ung 



Patentanspriiche , 

!• Intravasal zu verabreichende Arzneiraittel zur 
Tumorbehandlung , gekennzelchnet durch einen 
Gehalt an in Liposomen und/oder Erythrozyten 
enkapsulierten Immunst imulartia Oder Cytotoxica* 

2. Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzelchnet 
durch einen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten, gegebenenfalls einer 
Membranveranderung unterzogenen Membranfragmenten 
Oder Membranextrakten von Primartumor- oder 
Metast aseze 11 en » 

3 • Arzneiraittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an enkapsul iert em Interferon, Inter- 
feroninducern und/oder ander'en an aich bekannten 
Immun s t iraul an t i en . 

km Arzneimittel nach Anspruch 1 - 3, gekennzeichnet 

durch einen Zusatz von die Antigen-Ant ikorperreaktion 
verstarkenden Substanzen, 

5» Arzneimittel nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch 

einen Gehalt an Peroxydbildnern, Immunotoxinen oder 

spezifischen Cytostatika, die in Liposomen und/oder 

Erythrozyten enkapsuliert sind, welche an der 

Liposoraoberflache monoklonale oder praabsorbiert e 

Heteroant ikorper gegen Tumorantigene ( TST A , TATA) 
tragen. 
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Die Erfindung betrifft Arzneimittel zur Behandlung von 
Tumor erkrankungen. ZahlreicKe Forschungsarbeiten in 
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verschiedenen Lander, beschaftigen sich mit den fur die 
Tumor- und Metastasenveranderung vcrantwortlichen 
immunologischen Kontrol 1 mechanismen und haben bereits 
jetzt viel zum besseren Verstandnis beigctragen. 
Danach kommt den Makrophagen eine zentral e Bedeutung 
bei der Erkennung und selektiven AbtStung von Wzellen 
zu. Die uberwiegend sessilen Makrophagen gehoren zu 
den Phagozyten, also denjenigen Zellen, die Gewebe tru.n.er, 
Fremdkbrper, Mikrobien und andere Zellen aufnehmen und - 
verdauen, die ameboid beweglichen Makrophagen zeichnen 
sich durch einen groBen spindelf brmigen Zellkern mit 
zahlreichen Vakuolen aus. Es hat sich nun herausgestel It , 
daB in zwei kritischen Phasen der Tumorent stehung und 
-entwicklung, namlich in der kritischen Friihphase der 
Erstetablierung von spontan oder induziert transf ormierten 
Exnzelzellen und in der zweiten kritischen Phase der 
Metastasenbildung nach Dissipation und Ansiedlung der 
Primartumorzellen in Sekundarorganen die Aktivierung der 
fur die natiirliche Immunabwehr gleichfalls vcrantwortlichen 
NK-,NC- und K-Leukozyten nur iiber aktivierte Makrophagen 
verlauft bzw. nur in deren Anwesenheit f unkt ioniert . Nach 
einigen Unt er suchungen sollen selbst bei der spezifischen 
Cytotoxicity der T-Lymphozyt en Makrophagen beteiligt sein, 
dies fvihrt zu einer Erhohung der Immunogenitat durch 
Umwandlung der Antigene zu sogenannten Superant igenen . 
Vorbedingung fur die unspezif ische Tumorizidi tat der 
Makrophagen, die genau zwischen transf ormierten und normal en 

en in syn- , alio- und gar xenogenen Systemen unter- 
scheiden konnen und koine Resistenz, die sonst regelmaBig 
bex Cystostatika und Bestrahlung beobachtet wird , auslosen, 
xst deren Aktivierung; nic ht aktivierte Makrophagen sind 
xneffektiv. Nach spezifischer oder unspezif ischer Stimuli*™- 
werden Makrophagen selektiv tumorizid. Die.se Eigenschaft 
ist so ausgepragt, daB bisher noch keine Tumorze 1 1 subpopu- 
lationen boobachtei wordon sind, die den aktivierte,, 
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Makrophagen gegeniiber Resistenz entwickeln wiirden, im 
Gegenaatz zu der regelmaftig beobachteten Resistenz einiger 
weniger Tumorzell cl ones gegenuber alien Cytostatika 
und Destrahlung. Dieser Umstand ist deshalb von 
besonderer Bedeutung, da man heute weift, daft jeder 
Tumor aus einer groBen Anzahl von Subpopulat ion en 
besteht , die sich im Phanotyp, Karyotyp , Rezeptoran- 

» 

wesenheit , Immunogenitat , Antigenstruktur , Metastasen- 
neigung und Ansprechbarkeit auf Cytostatika und 
Bestrahlung unterscheiden. Durcb die Resistenz der 
Subpopulat ion en kbnnen Tumor e spat er zu Rezidiven 
fiihren. Durcb die selektive Abtbtung der nicbt 
resist en ten Tumorzell cones gewinnen die resist en ten 
Tumorzell en so gar einen Sel ekt ionsvort eil . Dies wird 
besonders plausibel , wenn man die Erkenntnisse amerikaniscl 
Forscher ins Auge faBt , wonacb Subpopulat ionen innerhalb 
des Primartumors eine grofie phanotypische Diversitat 
entwickeln, sobald sie aus d em Tumorzusamtnenhang , wie 
z.B. bei Versuchen in Form der Monoklonierung mit 
anschlieBender Kol oniebil dung , befreit werden. Die Zellen 
unterliegen danacb im Tumorgewebe einer gegense it igen 
Kontrolle- Wie Forschungen in Israel festgestellt haben, 
kontrolliert der Primartumor auch die Metastasen, die nacb 
Entf ernung des Primartumors "explodieren" konnen. Auch 
im Tierversuch zeigt sich, daft eine niedrige Zahl von 
Tumorzell en zwar zu kleinerem Tumor fiihrt , die Metastasieri 
jedoch ausgepragter sein kann. Da die Aktivierung von 
NK-Zel 1 en, die in erster Linie fur die Verhinderung des 
Angohons von den orsten transformierton Zellen und spater 
von den disseminierten Tumorzellen in den Pramikrometa- 
stasen verant wort 1 i ch gemacht werden, iiber die Makrophagen- 
aktivierung verlauft , ergibt sich daraus die zentrale 
Ro 1 1 e der Makrophagen bei der Bekampfung von Tumorzellen. 
Es ist auch bereits bekannt , daft die Makrophagenaktivieruni 
eine direkte Funktion der Immun st imul atorzugangl ichkei t 
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ist, wie am Beispiel der immunpo t enzi er end en synthetischen 
Polyanionen oder am Beispiel von bakteriellen 
Lipopolysachariden gezeigt werden konnte. 

Der vorliegenden Erfindung liegt daher die Aufgabe 
zugrunde, die Zugangli chkei t von Immunstimulatien 
Oder Cytotoxika zu verbessern. Zur Lbsung dieser Aufgabe 
werden Arzneiraittel vorgeschlagen, die dadurch gekennzeichr 
sind, dafi sie einen Gehalt an in Liposomen und/oder 
Erythrozyten enkapsulierten Immunst imulantien oder 
Cytotoxika aufweisen, wobei die Tranport -Liposomen bzw. 
-Erythrozyten im Falle der Cytotoxika an der Oberflache 
mit assoziierten oder kovalent gebundenen tumorspezi- 
fischen Immunglobul inen beladen sein miissen. Die 
Liposomen sind diskrete Zel lpart ikel , die im wesentl ichen 
aus Phopholipiden bestehen und in mul ti lamellarer Form 
vorliegen. Die Liposomen werden in erster Linie durch 
Makrophagen phagozytiert bei der sogenannten "clearance" 
der Liposomen aus der Blutbahn. Nach der Phagocytose 
werden die in den Liposomen enthaltenen Verbindungen 
iiber Phagolysosomen in das Cytoplasma internasiliert . 
Wie man bereits von Untersuchungen mit Liposom-enkapsul iert 
Muramyl-Dipeptiden oder MAF ( makrophagen-aktivier ender 
Faktor her weift, uben diese immunst imulierenden Substanzen 
schon in einer Konzentration, die nur l/5oo bis 1/20,000 
der Dosierung der gleichen Substanz im liposomf reien 
System betragt, auf die Makrophagen eine starke 
stimulierende Wirkung aus. Die Liposomen lassen sich nacb 
dem in Cancer Research 39, 88l pp 1 979 beschriebenen 
Verfahren mit ver schiedenen Verbindungen beladen, wobei 

♦ 

im vorliegenden Fall Immunstimulantien oder Cytotoxika 
angesetzt werden. Anstelle der Liposomen konnen auch autolo 
homologe heterologe, gngebenenfalls vorbehandel t e 
Erythrozyten, gut phagocyt ierbare , inaktivierte Bakterien- 
stamme oder auch homo- oder heterologe Makrophagen, die 
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zuvor In-vitro die Immunst imulator-enthaltenden Erythrozyten 
internalisiert hatten, eingesetzt werden. Auf diese Weise 
lassen sich die Immunst imulatoren in hoher Konzentration 
und gezielt an die Zielzellen und die korpereigenen 
Makrophagen weitergeben. 

1 . Ms tumorspezifiscbe Immunst imul ant i en eignen sich 
erf indungsgemafi : 

1.1. Membranfragmente und/oder Membranextrakte von 

Metastasenzell en 

1.2. Membranfragmente und/oder Membranextrakte 

von in ihrer Ob erf lachenstruktur gezielt 
veranderten Pritnartumor- und Met ast a senze 1 1 en 
wobei die Ausgangstumorzel 1 en mit heterophilen 
Antikorpern voropsonisiert sein konnen. 

Die gezielte Membran- (Zel loberf lachen- ) 
Veranderung kann durch nachfolgende Behandl ungs- 
arten verwirklicht werden: 
1.2.1. Behandlung der Tumorzellen mit Lektinen und 

Protektinen 

1.2.1.1. mit concanavalin A (Con A), welches spezifisch 

die cL -D-Glucose und .s-D-Hannose-Saccharidengrupper 
an der Zelloberf lache bindet 

1.2.1.2. mit WGA (Agglutinin aus Weizenke iml ingen ) , welches 

fur die endstandigen N-Acetyl-D-Glucosamingruppen 

spezifisch ist 

1.2.1.3. mit SBA (Agglutinin aus Sojabohnen), das mit den 

N-Acetyl -D-GU actosamin-Endgruppen spezifisch 
reagi ert 

1.2.1.4. mit dem Agglutinin aus Ricinus communis, welches 

spezifisch die D-Galnctosc- und L-Arabinose- 
Endgruppen bindet . 
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Weitere interessante Pfl anzenag^I ut inine sirid 
noch Extrakte aus Lotus tetragonolobus, 
Phaseolus limensis, Dolichos biflorus, 
Limabohnen (PHA) Phytolacca americana, 
Laburnum alpinum, Vicia cracca, Sophora 
japonica, solanum tuberosum, Sarnbucus nigra, 
Marasmius oreades u.a. 

■ 

Auch proteolytisch teilgespaltene Lektine, 
die ihre Spezifilat beibehalten haben, sind 
interessant, veil sic die Kontaktinhibi tion 
restaurieren und die Oberflache von Tumorzellen 
immunogener gestalten konnen. Sehr interessante 
Gruppe stellen.auch die Protektine dar . Zu 
diesen tierischen Agglutininen gehbren Extrakte 
aus Helix pomatia, Helix hortensis, Otala 
lactea, Salmo sal ar , Salrao irideus etc, 

a. 

Behandlung der Tumorzellen (Primartumor- und 
Metastasenzellen) durch Enzyme, die die Ober- 
flachengruppen abspal ten 

mit RDE (-"receptor destroying enzyme", 

Neuraminidase, sialidase): Abspaltung der 

en&tandigen Neuraminsaure-Einheiten 

mit spez. Glycosidasen und fi-Glycosidasen) : 

Abspaltung endstandiger Saccharideinheiten 

mit spez. Glycosaminidasen ( Mucopolysaccharidasen 

Abspaltung endstandiger Glycosamine bzw. Ober- 

f 1 a chenmuc ©polysaccharide 

mit proteolytischen Enzymen (pronase, Papain u. 
Trypsin) : Abspaltung von Mucoprot eiden u. 
Lipoproteiden der Zel 1 oberfl ache 
evil.leichte Behandlung mit El ast ( in ) ase , 
Collagcnase, Phosphatase u. RNase. 
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Behandlung der Tumorzellen mit ?erjod a t 
Vorsichtige Vorbehandlung der Lyoph i 1 i s i ert en 
Tumorzellen durch lipoide Losungsmittel 
Behandlung der Tumorzellen mit Iodoacetat 
oder Iodoacetamid oder N-Athylmaleimid , 
die alle mit den Sulfhydrygruppen reagieren 
Behandlung der Tumorzellen mit Dinitrophenyl- 
aminocaproat oder TNBS ( 2 , k , 6-Trinitrobenzyl- 
sul fonsaure ) 

Behandlung der Tumorzellen mit (DNCB) 

( Dinitrochlorbenzol ) oder DNBB (Dinitro- 

brombenzol ) 

Behandlung der Tumorzellen mit Formaldehyd- 
Losung oder Guanidin/IIarnstof f . 
Die milde Behandlung der Tumorzellen mit 
Formalin ist deshalb von besonderem Interesse 
da, wie bei Dipht erie-Toxoid , die immunologis* 
Spezifitat nach der Behandlung der Zellen 
nicht verloren geht und man von einem 
weitoren Vorteil profitieren konnte, narnlich 
der Tatsache, daB Antisieren gegen ein mit 
Formaldehyd behandeltes Protein Kreuzreaktivi 
mit anderen formal dehydbehandelt en Proteinen 
(Zellen) eingehen, se bst wenn zwischen den 

« 

nativen Formen der Proteinzel len keine 
Kreuzreaktivitat besteht. Die letztgenannte 
Eigenschaf t formal inbehandelter Zel Iproteine 
durfte nur ein Sonderfall einer al 1 gemeineren 
Beobachtung sein, wonach donaturierte Protein 
sehr oft immuno 1 ogische Kreuzreaktivitat auf- 
weisen. Diese Eigenschaft formal inbehandelter 
Tumorzel 1 -Ob erf 1 achenprot eine konnte eine 
wichtige Rolle bei der angestrebten Durch- 
bro chung der "smal 1 - do s e " -Par a 1 y s e gegenliber 
Tumor-, speziell Met a s t as enzel I en spielen. 
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Behandlung der Tumorzellen mit Glutardi al dehyri 
Behandlung der Tumorzellen mit Picryl ch 3 or i d 
Behandlung dor Tumorzellen mit einigen Farbstoff, 
die mit Proteinen (der Zell oberf lache ) stabile 
Verbindungen eingehen, zura Beispiel: 
Coomassie R-25o; Amjdoschwarz loB; Nigrosin; 
Dibromotrisulfofluorescein; Procion Brilliant 
Blue RS; Fast Green (F.C.F., Food Green 3); 
Xylene Brilliant Cyanine G (Coomassie Brilliant 
Blue G 25o) Red W und FDNB " ' 

Kovalente Bindung von Proteinen (flags") und 
kontrolliert synthetisierten Polypeptiden an 
Primartumor- und bevorzugi an Hetastasenzell- 

oberf lachenstrukturen zwecks Immunogenitats- 
steigerung. 

Synthetische Polypeptide konnen linear oder 
verzweigt sein, z.B. in Form eines Haupt stranges 
mit Seitenketten. Sie konnen aus einer einzigen 
Aminosaureart aufgebaut sein, z.B. al s 
Poly-d , 1 -Alanin oder Polytyrosin oder auch 
aus 2 oder 3 verscbiedenen Aminosauren kombiniert 
Werden diese Ketten als Haptene an Antigene 
angehangt , so konnen sie die Immungenitat des 
Trager-Antigens gunstig oder ungunstig 
beeinflussen. Poly-d , 1-Alanin als Hapten setzt 

... 

die Immunogenitat des Tragers herab. Polytyrosin- 
ketten steigern die Immunogenitat des Trager- 
antigens und konnen sogar Gelatine immunogen 
machen. Ira allgomeinen st< igort Verschiedenheit 
der Aminosauren eines synthetischen Antigens 
seine Immunogenitat. Wesentliche Anf orderungen 
an ein solcbes Ant igenmol ekiil sind eine stabile 
Grundstruktur , eine nicht zu hohe elektrische 
Ladung und Position der immunogen wichtigen 
Tyrosine an den exponierten Stellen der Seitenkett 
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Die kovrlente Bindung von immunogenitats- 
steigernden Proteinen an die Tumorzel 1 - 
oberflache kann mit Hilfe der speziell 
in der Aff initatschromatographie vielfach 
erprobten Techniken wie EDAC , BrCN, 
N-Hydroxysuccinimid-Est er und BDB (Bis-diazo- 

benzidin) erfolgen. 

Eine weitere Moglichkeit besteht in der 
Kopplung iiber hexaazot iertes Pararo sani 1 in . 
1 .2. 1 3- Dielmmunogenitat konnte gesteigert und die 

"low-zone'Vlow-zoneV'small-dose" Toleranz 

durchbrochen werden, wenn Primartumor- und 
vorzugsweise Me tast asenzel 1 en mit Myelomzellen 
hybridisiert und Zellmembranfragmente und 
-extrakte so gebil deter Hybridome als Liposom- 
Enkapsulate injiziert werden, 

Man weifr von den Versuchen mit den (nicht- 
enkapsulierten) Int erspezies-Hybridomzel 1 en her 
daft diese Hybridome nach der Inokulierung 
zum Unterschied zu den urspriingl ichen Tumor- 
zel 1 en nicht angehen, weil sie wegen der homolo] 
oder heterologen Hi stokompat ibilitat santigene 
an der Zel 1 oborf 1 ache immuno logi sch abgestossen 
werden- Dies ist ein wichtiger Gesicht spunkt 
bei den.Uberlegungen zur Durchbrechung der 
oh en erwahnten 11 1 ow- zone "/"small -dose" -Tol eranz 
also der Paralyse des Immunapparat es in 2 kriti 
Abschnitton dor Tumor en twickl ung , in der Friihph 
der Etablierung erstor t ransformi ert er Zel 1 en 
und in dor 2- aufierst kriti achen Phase der 
Etabl i cruris rii ssomlniertor Mc t as tasenzel 1 en 
in Kolonion ( Pram i kromot as t a sen ) , wodurch ein 
kurablor Primartumor zum inkurablen Metastasen- 
begleiteten Tumor wird. Die Tatsacbe, daft disse 
minierte Tumorzel 1 en als gut zugangliche Einzel 
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und Mikroaggregate in der Dlutbahn dor 
immunologischen Surveillance entgehen konnen, 
l : iftt sich kaum anders als durch die erwahnte 
now-zone'V'small-dose^ParaJyae deuten. 
Ausschlaggobend durfte hierbei das ".shedding" 
der(Tumor (neo) antigene) ( TATA , TSTA ) in die 
Blutbahn sein, d.h. das persist i erende , gleich- 
maftige Ausscheiden von geringen Mengen (schwacher) 
Immunogene, der labilen und speziell in Form von 
Immunkomplexen leicht von der Tumorzel Imembran 
ablosbaren Tumorant igene . 

Der erfindungsgemafte Vorschlag, durch gezielte 
Veranderung der Tumorzel loberflache , sei es durch 
kontrollierte enzyma.tische oder chemische Behandlun 
bzw. kovalente Kopplung von immunogenitat ss t ei germ! 
Proteinen und synthet ischen Polypeptiden , sei es 
durch Hybridisierung (Interspezies-Zellhybride) , 
die Kreuzreaktivitat zu erhi.hen und durch diese 
Xenogenisation schl afende" , inaktive Clones der 
kleinen Lymphozyten( "memory cells") zur Proliferati 
und zellvermittelter Zytotoxizitat anzuregen, erhal 
starke Impulse in neuesten Erkenntnissen der 
Immungenetik, wonach, wie am Model 1 des 3-LL-Tumors 
gezeigt, inokulierte Tumorzellen nur in jenen 
Mausestarnmen zur Metastasierung befahigt waren, 
die einei* identischen H-2 h -Haplotyp aufwiesen. 
So geringe Unterschiede wie beispielsweise 
Differenzen im H-2 k , h-2 d , H-2 a oder H-2 s -Haplotyp 
des MHC der Mausesti mme reichtcn aus, um das 
Angehen der Mctastasen zu verhindern. 
Als unspezifische Immunst imulant ien eignen sich 
erfindungsgemaft Liposom- und Erythrozyten-En- 
kapsulate von: 

Interferon (z.R. Recombinant Interferon A, 
gcnerell: f ibroepi thell e s leukozitares und 
immuninduziertes , d.h. durch Antigen- und/oder 
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Mitogen-Kontakt induziertes Interferon ) 
2.2. Interferon- Inducers 

2.2*1. Polyribonucleotide ( s tab i 1 i siert mit CM-Zellulose 

und Polylysin) 

2.2.1.1 . Einstranghomopolymere pol y rl . 

2 . 2 . 1 . 2 . Doppel s t ranghomopo 1 yme re P o3 -Y rl : rC 

poly rA : rU 

2. 2 . 1 . 3. Alternierende Copolymere: poly rI:rC/poly r A : rU 
2.2.1.4 Homopolymere-Copolymere : poly rI:poly rC : rG 

2.2.2. Polydesoxyribonucleotide ( stabilisiert m. 

CN-Zellulose und Polylsin) 

2.2.2.1 Homopolymere poly dA : dT 

2.2.2.2 Polydesoxyribonucleotid-Analoge poly sI:sC 

» 

(Thiophosphat an Stelle 
von Phosphat 

2.2.3. Polyribonuclrotid-Aggregate poly rl : rC/DEAE- 

Dextran 

poly rl : rC/poly-L- 

Lysin 

(Die Bindung an poly 
L-Lysin erhoht die 
Stabilitat ) 

2.2.4. Niedermolekulare Interferon- Inducers 

Tilorone ( Bis-dia thylamino-athylf luorenon ) , 
kationische Farbstoffe wie Acridin und Quinacrin, 
Propan-diamin , Mercaptoalkylamine , BL-2o8o3t 
MA-56,AET,U-25/l66 t PMA ( =Phorbol-Myr is tat-Acetat ) , 
Cimet idine . 

2.2.5. Andere Iramuno s t imulator en , die z.T. iiber Interferon- 

Induktion der Immunabwehr steigern, sind 

2.2.5.1 Bakterien und ihre Extrakte (Lipopolysaccharide, 

Lipid A t Endotoxine, Toxoide) 

BCG , Brucella abortus, Brucella melitensis, 

Co rynebac t erium parvum, Haemophilus influenzae, 

k 

Klebsiella aerogenes, Listeria monocytogenes u.a. 
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2.2.5.2. Lektine und Protektine, z.T. proteolytisch 

vorgespalten Concanava Tin A, WGA , SBA, PHA , PNA , 
Phytohamagglutinine (Lektine) aus Phaseolus 
limensis, Lotus t e tragono 1 obus , Dolichos 
biflorus, Phytolacca americana etc* gone 
Protaktine aus Helix hortensis, Helix pomatia, 
Otala lactea, Salmo salar, Sal mo irideus etc. 

Von besonderern Vorteil sind Kombina t ionen 
1 von 2.2.3.1. und 2.2.3.2. z.B. von BCG und 

Con A sowie von 2.2.3.2. und Neuraminidase- 
vorbehandelten 2.2.3.1. z.B. PNA (=peanut 
agglutinin) und Neuraminidasevorbehandelten 
; BCG. Der Effekt kann durch gleiehzeit ige 

Injizierung von unveranderten oder in ihrer Ober- 
f lachenstruktur gezielt veranderten (Primartumor- 
oder Metastasen-) Zellen noch verstarkt verden. 
Interessant sind auch basische Polymere (Polylsin, 
Protaminsulfat). An Stelle von BCG kann der 
Methanol-Extrakt aus BCG (MER) oder die gereinigte 
aktive Substanz aus BCG (MDP, Muramyl -Dipept id ) 
verwendet we r den . 

2.2.5.3. Planzenextrakte Lentinan und Pachymaran bzw. 

Carboxymethyl-Pachymaran 

2.2.5*^. KLH (Keyhole-limpet-hemocyanin, Leatil, 

Levatnisol , Zymosan, TNP-KLH (Trinit rophenyl- 
Keyhole-limpet-hemocyanin) 

2.2.5.5. Statolon, Pyran-copolyraere (Maleinsaure- 

Divinylather-Copolymere ) , COAM (n.Claes), 
Levan , Triton WR 1339 

2.2.5*6. Thymus-Hormon (Thymus-Extrakt ) 

2.2.5.7. 13-cis-Retinoid, wasserlosliche Selen- 

Verbindungen (z.B. Na-Selenit) und li-Salze 
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2.2.5.8. Oxazolone (ein T-Z e 1 1 - S t irnula t or ) 

2.2.5.9- Ca 3 (PO^) 2 , BeSO^, Vit . A/Bent oni t 

2.2. 5. lo. Hiu I u. IT, Wax C, US-behandelte Bakterien 

3. Zur direkten oder indirekten Unterstiitzung der 

aktiven Phagoxytose empfiehl t sich erfindungsgemaB 
die Liposom-Enkapsul ierung von: 

3.1. Prostaglandin- Inhibit or en (indomethaxin, Aspirin) 

3.2. Inhibitoren der Enzyme Superoxid-Dismutase und 

Katalase . 

Eine ahnliche Wirkung kdnnte der lokale Entzug 
von Ascorbinsaure, Glutathion und Vitamin E 
als Elektronen-Akzeptoren haben. 

Vorteilhaft ist die Enkapsulierung von Peroxydase, 
weiterhin von Peroxid ( Persulfat=Persulfat= 
Peroxodisulfat , Hypohal id ) , allein oder mit 
Halid kombiniert , sowie von Katalase-Inhibitor 
Aminotr iazol , mit dem Ziele , den vom Makrophagen 
ausgehenden turaoriziden Effekt iiber H 0 0 zu 
unt er stiit zen bzw. zu starken. Interessant in dieser 
Beziehung sind neueste Forschungsergebni ss e , nach 
denen das ll o 0^ reduzierende und hiermit inakt ivierende 
Glutathion die Tumor zel le vor Zellyse durch den 
Makrophagen schiitzt und durch Unt erbindung der 
Glutathionnachbildung mi tt els BCNU-vermittelter 
spezifischer Hemmung des beteiligt en Enzyras 
Glutathion-Reduktase dieser protektive Effekt 
ruck gang ig gemacht wer den kann . 

3.3. Dibutyryl-CAMP , Ionophor A 23 187 und Mitogene 

(allgemein) , die iiber die Regulierung des 

2 + 

int razel lular en Ca die Lymphozyt enpro 1 i f era t ion 
s t i mu 1 i e r e n • 

Da die Mitogen-st imul iert e Lymphozyt entrans- 
formation, die die eigentliche Mobilisierung der 
kleinen Lymphozyten ("memory cells") einleitet , 
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nur in Anwesenhcit von ( ext raze I 1 u I Jir.-n ) C,/ f - I »„,.„ 
erfolgen kann und die Mitogene de Ca ++ -Influx in d i .. 
Lymphozyten induzieren, und da diesor Ca + '-Influx 
durch Dibutyryl-cGMP beschleunigt (und durch 
Dibutyryl-cAMP inhibiert) wird, ist eine Liposom- 
Enkapsulierung von Dibutyryl-cGMP als eine dor 
Moglichkeiten zur Anregung der Lymphozyten zur 
Proliferation in Detracht zu ziehen. Bine weitere 
Moglichkeit ergibt sich durch die Enkapsul ierung von 
Ionophor A 23187, welches die Lymphozyt en- 
proliferation fordert. 

Da nach den modernen Theorien die Phagozytose , Exotyzos 
und die Lysosom-Phagosom-Fusion durch die intrazellulare 
Ca -Konzentration uberwacht werden, indem die 
membranvermitteiten Signale iiber Ca ++ -Influx bzw. 
Mobilisierung intraze I lularer Ca ++ -Depots den 



basalen Ca -Spiegel kurzseitig von lo" 7 M auf 

Xo -lo M anheben und hierdurch das Funktionieren 

des intrazellularen Ac t i n/Myosin-Mechanismus im 

Mikrofilament- und Mikrotubulus-System ( Cy toske 1 eton ) 

ermoglichen, kann ein Transport von Ca ++ -Ionen 

Z.B. als CaCl 2 , i n Liposomen enkapsuliert ) 

durch die Zellmembran unter Umgehung der Membran- 

ionensperre zur Makrophagenstimulierung fuhren, wobei 

durch die Wahl einer giinstigen Ca ++ -Depotform der 

Effekt protrahiert werden kann. Die Wirkung 

des oben erwahnten Ionophors A23187 durfte auf die 

Mobilisierung des intrazellularen Ca ++ -Depots 

zuruckgehen; interessanterweise konnen bereits 

extrem niedrige Konzentrat ionen des erwahnten 

Ionophors (lo -9 ) die Zelle (z.B. den Makrophagen) 

weitgehend unabhhngig von extrazel lularen Ca ++ und 

Mg machen. 

Da Substanzen mit Affinitat fur hydrophobe Regionen 
der Makrophagenmembran dieselbe permeabler fur 
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(zweiwertige) Ionen raachcn, kann es von Vorteil sein, 
die Liposom-Oberflache mit Proteinen, reich an nicht- 
polaren Seitenketten oder solchen, die durch spezielle 
Formen der Denatur ierung stark hydrophoben Charakter 
erhalten haben, zu beladen. 

3.4. Da bei Tum P or|res3ion niedrige unci bei Tumor-regression 

hohe CAMP-Spiegel gefunden wurden und da man eine 
CAMP-CGMP-Regulierung der Zellprolif erat ion annimmt , 
kann eine lokale ( intrazellulare ) Stiroulierung der 
Adenylcyclase einen tumorhemmenden Effekt haben, daher 
Liposom-Enkapsulierung von Theophyllin, Caffein, 
Catecholaminen ( inc 1 . Epinephrin , Norepinephrin und 
Isoproterenol) und anderen cAMP-St imul ator en (die 
erstgenannten zwei Methy Ixanthine erhohen den cAMP- 
Spiegel iiber die Phosphodiesterase-Hemmung , die Catecholamine 
dagegen uber die Adenyl -Cyc 1 ase-St imul ierung , oder direkte 
cAMP-Enkapsul ierung. 

3.5. Liposom-Enkapsulierung von Thioglykol lat ( Makrophagen- 

Aktivator ) . 

4. ErfindungsgemliRe Stimulierung der Liposom-Phagozytose 

("Liposom-Clearance" ) bzw. der Liposom-Membran-Fusion 

durch: 

4.1. Polyathylenglybol (PAG=PEG) 

PEG verstarkt die Ag/Ak( Ant igen/Ant ikorper ) - 
Reaktion. Dieser Umstand ist insbesondere deshalb 
interessant, da das PEG (in einer rel. hohen Konzen trat ion 
von ko%) bei der Zellfusion ( Zellhybridierung ) nach Kohler 
und Milstein eingesetzt wird. 

Mit PEG kombinierte Liposomen konnen zu einer erleichterten 
Phagozytose und hiermit Int ernalisierung des Liposomen- 
gehalts in phagozyt ierenden Zellen Anlafi geben. Die 
optima le Konzentrat ion und Polymcrisationsgrad (Molgewicht) 
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des PEG mtiftten empirisc 
(Orientierungswert : k%-i 
Eine '*%-ige PEG-L osung 
die Ag/Ak-Reaktion und 
Inkubationsdauer. 



h herausge funden worden 
f?e PEG-L6sung, MG 6000). 
beschleunigt wosentlich 
verkiirzt die bonotigte 



Eine 12,5%ige PEG-Losun 



g prazipitiert seJektiv 



die an Antikorper gebundenen kurzkettigen Proteino 
und Peptide bei horaogencr ( "soluble-phase" )RIA. 
Polyvinylpyrrolidon 
Pol yvinyl alkoho 1 

Polyvinylacetat 
Hydroxyathyl starke 

Dextran, Dextransulfat , Polysucrose , 
Dextran (po^r) phosphat md Phtalsaure-Ester 
Dextran (z.B. als Losung) und Poly- 

sucrose (z.B. als iW-ige Losung) erhohen die 
Rosettenbildung (Bindung von SRBC and T-Lympho- 
zyten); es werden auch bei minimaler SRBC-Be ladung 
(Opsonisierung) mit Immunglobul inen Rosetten 
gebildet und die Empf&indlichkeit gesteigert, 
Von der hama tologisch-immunologischen Arbeit 
her kennt man die gate Vertraglichkei t der unter 

m. 

3-6. aufgefuhrten Substanzen. 

Bekanntlich wird Dextran zur Leukozytensedimentierung 
und als Blutexpander verwendet. 

Phtalsaure-Ester werden zur Gradientenzentrifugation 
der Zellen verwendet. 

Geringer Zusatz (bei lokaler Anwendung) von 
Ammonsulfat 

Ammonsulfat erleichert den Ag/Ak-Kontakt 
Cholesterol 

Das freie und das (an der C^-Hydr oxy 1 gruppe ) 
veresterte Cholesterol konnen einen wichtigen 



Einfluft auf die Inkorporation von Liposoir.en 
ausiiben. Es sol 1 to in Mul t i 1 amel larvesikeln 
antegriert werden (Cholesterol-haltise Liposom- 
vesikeln) . Interessant ware seine Wirkung auf 
Fusion und Phagozytose unterschiedl ich aufge- 
bauter Liposome in Anwesenheit auch von PEG 
oder DMSO/ Gl yc crin/Glyc erin-monoo 1 ea t . 
Die Komplement-Bindung bei der Cytolyse durch 
T-Lymphozyten erfolgt nur, wenn der Membrangehalt 
an freiem Cholesterol 35 Molprozente iiberschreitet t 
wahrend die Antikorper-Dindung unabhangig vom 
Choi est erol gehal t der Zemmmerabran erfolgt. 
AET: Auch ALT erhoht die Empfindl ichkei t der 
Ag/Ak-Reaktion und kann mit Liposomes komb in i er t , 
die Phagozytose und Int erna 1 isi erung des 
Liposom-enkapsul ierten Materials besch 1 eunigen . 
Geringer Zusatz von Ag/Ak-Xontakt erhohenden 
Subs t anzen . 

Aus der Immunchemie stammt die Erfahrung, daB die 
Ag/Ak-Reaktion ( Prazipi ta t -Lini e , Hal o-Lini e durch 
Formaldehyd (lo^ige Lbsung), Tannin (1%-ige Losung), 
ft-Naphtoquinon-'i-sulfonat u. Ninhydrin (je l?£ig) 
intensiviert wird . 

Geringer Zusatz von Zel lmerabranpermeabilitat steigender 
Substonzen DMSO und Glycerin erhohen die Zellmem- 
branpermoabil itat . Beide sind gute kryopro t ekt ive 
Mittcl. Eigene 
kryobiologische Unt oi suchungen habcn gezeigt, daft 
auch das obon besprochono PEG ausgezei chnet e 
kryoprotokt ive Kigonschafton beaitzt . 
Geringer Zusatz von somipolaren Verbindungen 
(Acet amid , Formamid) . 

Wegen des halbpolaren Charakters, der zwischen 
lipopbobon und lipophilcn Fiereichen vermittcln kann, 
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sind. Ac et am id und Form.imid Lm Zu.sair.mctihan.v; 
mit der Liposom-F orschung von In tor ess so. 
Geringor Zusatz von (a)kationischon(b) 
an ionise hen und (c) nichtionisch on Ton si don. 
Spuren vo n T o n s i < 1 o n ( o b o r f 1 a c h e n a U t iv e n 
Substanzen) gind wegen ihror stark on Beoinflussuujc 
der Z e lime mb ran und ihrer Rigiditat von zentralf>n 
Interesse bei dem Studium der Liposom-Ze.l I membra n- 
Int erakt ion . 

Besonders intersssant sind dabei Verbindungen, 

bei denen basische Gruppen mit Langen al iphat ischen 

Ketten (mit 12 oder mehr C-Atomen) kombiniort sind, 

da immunologischo Untorsuchungen gezcigt haben , 

daft Verbindungcn die sen Typs wie quaternare 

Ammoniumverbindungnn , subs t ituiert e Guanidine und 

Benzamidine eine klare adjuvante Wirkung aufweisen. 

Dieser Ad j uvans e Cfek t wird mit der Fahi^kcit in 

Zusammenhang gebracht , Zellmembranen aktiv zu 

beeinflussen. Tatsachlich weift man von vie! en 

Adjuvantien, daB sie in der Lage sind, Lysosomen 

in amoboiden Makrophagen aufzuloscn wie von 

Saponin, Vitamin A, Endotoxin. 

Beispiele kat ionise her ober flachenakt i ver 

Substanzen sind Benzy Id ime thy 1 - a Iky lammo nium- 

chlorid (llyamine- 3 5oo , Benza Ikoniumc h 1 o r id ) ; 

Benzy ldi isobbutylphenoxyat boxy dime thy 1 - 

Ammoniumchlorid ( Benzethoniumchlor id , Hy amine 

1622, Phemerol); C e ty 1 1 rime thy 1 ammo niumb romid 

(CTAB , Hexadecy L- trime thy lammoniumbroraid ) ; 

N- Benzyl -N T , N-dime thy I -N- ( 'l- 1 ,1,3, 3- 1 e t rame thy 1 but y I )- 

athoxv y , . 
phenoxy/ithyl ) -ammoniumch Lorid ; N-Benzyl-N , N- 

dimethyl-N- ( 4- ( 1 f 1 , 3 , 3- 1 otratne thyLbuty 1 ) - 

tolyloxyathoxyathyl ) -ammoniumchlorid 
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/ t .13.2 Heispiele anionischer oberf lachenaktiver 

Substanzen sind But an- l-sulfonsaure-Na-Salz ; 
Dodecan-l-sulfonsaure-Na-Salz; Hexadecan-1- 
sulfonsaure-Na-Salz ; Obtadecan- l-sulf onsaure- 
Na-Salz ; Tetradecan-l-sulfonsaure-Na-Sal z ; 
Schwefelsauredecylester-Na-Salz ; Schwef el- 
saureoctylester-Na-Salz ; Schvref e 1 saur eoc t ade- 

cyles t er-Na-Salz 
4.13.3- Beispiele teil- oder nichtionischer oberflachen- 

aktiver Substanzen : Nonylphenolpolyathylenglycol- 
ather ; Tetrapropyl enbenzol sulf onsauremet by 1 ester ; 
Octylphenolpolyathylenglyco lather ; Polyathylen- 
glycolmonolaury lather ; Polyathylenglykolmonostearyl- 
ather; Polyathylenglykolmonos t ear at . 

Besonders interessant ist beini Lipo som- S tud ium der 
kombinierte Zusatz von PEG und Polyathyl englycol- 
monolaur^Sither (bzw. PEG und sein Monost earylather 
oder PEG und sein Derivat Monostearat) , d.h. die 
Kombinierung der Liposom-Phospholipide mit PEG und 
den aus PEG abgeleiteten nicht ioniscben Tensiden. 
Tenside konnten mit Formamid und/oder Acetamid 

komb iniert werden. 
ll m \k. Liposom-Enkapsulierung bzw. Phosphatid (Phospholipid) 

beimischung zum System Mineralol -Emulgierungsmi tt el 
Mannitol-Oleat oder Lanolin) im inkompletten oder 
kompletten (d.h. mit abgetbteten Mykobakt erien 
versehenen) Freunds Adjuvans konnte den Adjuvans- 
effekt vrahrend der Makrophagensensibilisierung 
erhohen. Auch hier konnen PEG , AET , Tenside , speziell 
kationische und nicht ionische in geringsten 
Dosierungen weitere Vorteile mit sich bringen. 
Von besonderem Interesse sind auch quaternare 
(Ammonium)basen , da sie schon al lein als 

Adjuvantien wirken konnen. 
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Liposom-Enkapsul ierung bzw- Adsorption an 
kolloidale Suspension von Alumin iumhydr oxyd oder 
Aluminiutnphosphat oder Bent oni t/Mon tmor i 1 lonit , 
in Kombination auch mit PEG , AET , Tensiden, 
Mineralol/Emul gator usw. sind ebenso von Vortcil. 

Erfindungsgeraafie Woiterontwicklung von multilamellar*? 
Liposom-Vesikeln 

Bei der Veiterentwicklung der Liposomen zwecks 
Erhohung der Interaktion Liposom-Zellmembran und 
Erleichterung der Internalisierung des Liposom- 
inhaltes kommen auch Kombinat ionen der obenerwahnten 
Phosphoglyceride mit weiteren Verbindungen in 
Betracht wie Phosphat t idy lathano Lamin (Cephalin) , 
Phosphatidyl inositol , Diphosphatidykgkycerol 
(Cardiolipin) , Sphingosin ( / i»Sphingosin( ^-Spingenin) , 
Dihydrosphingosin (Sphinganin) , Phytosphingosin 
( 4-Hydroxysphinganin) , , 8-Sphingadien , Sphingomyelin 
Cerebrosid ( Gluccoc erebrosid , Galac tocerebrosid und 
sein Sulfatester, das Sulfatid, Di- , Tri und 
Tetrahexosid , saurem Glycosphingol ipid (Gangliosid) 
u.a. Neben dem erwahnten Lysolecithin 
(Lysophosphatidylcholin) konnen noch andere 
Lysophosphoglyceride ( z . B. Lysophosphatidylethanol- 
amin oder Lysophosphatidylserin)sovrie synthetische 
Produkte, die LPA , d.h. die Lysophospholipid-Ana loga , 
wie l-Octadecyl-glycero-3-phosphocholin, 1-Octadecyl- 
2-methyl-glycero-3-phosphocholin , l-Stearyl-2-methyl- 
glycero-3-phosphocholin, Ifexadecylphosphorylcholin 
und l-Dodecylpropandiol-3-phosphocholin bzw. die 
entsprechenden Derivate (Analoga) des Lysophosphat- 
idylserins, des Lysophosphatt idylathanolamins und 
des Lysophosphatidylinositols eingesetzt werden. 
Gegebenenfal Is konnen diese Verbindungen auch in 
Kombination mit Gallensauren, ( 11 Chylomicron" — Effekt" ) 
sowie mit immobi 1 iziorton Lektinen odor Protnktincn, 
( z . D • Con A/ Sepha ro se ) Vo rwondung f i nden . 



z 



8 



i z 1 



Tumorselekt ive Chemothfirapie durch Enkapsul ierung 
von cytotoxischen Substanzen in Liposomen und 
Erythrozyten, die an der Oberflache mit tumor- 
spezifischon Tmmunglobul inen (in koval enter 
Bindung) beladen sind. 

Neben der Stimul iorung der korpero igenen 

Immunabwehr durch bestimmte in Liposomen 

enkapsul ierte Substanzen ergibt sich aber auch 

die Moglichkeit , die Liposomen zura Transport 

cytotoxischer Substanzen( an die Tumor zielz e 1 1 e ) , 

allein oder in Kombination mit Immuns t imuiant i en , 

einzusetzen , urn eine selekt ive Abtotung der 

transf ormiert en Zellen bei weitgehender Verschonung 

von gesunden Gewebezellen zu erzielen, wobei die 

Liposomen an der Oberflache mit tumorspezifischen 

Immunglobul inen beladen sein rmissen. 

Durch Bindung starker Toxine wie Rizin, Abrin, 

Modeccin, Gelonin, Dipht e r ie -Toxin etc an die 

F ( ab ) 0 -Fragment e von Immuitglobulinen ist es moglich 

Chimaren, sog. "Immuno toxine 11 zu syn the t i sieren , die 

die Zielzellen, z.B. die Tumorzellen, "aufzusuchen" 

und selektiv abtoten. Folgende dieser Immunotoxine 

hat man schon im Ti er experiment oder in der 

Gewebekultur erfolgreich getestet: 

Monoklonales IgM-Fragment gegen das Thy 1,2-Antigen, 
kombiniert mit Rizin A; monoklonale Ant iko r per frag- 
mente gegen ein kolorektales Tumo rant igen , kombinieri 
mit Rizin A; ant iidiotypische Antikorper gegen 
Immunglobul ine eines B-Zel 1- Lymph oms , kombiniert 
mit Rizin A; I gG ( F ) ab ) 0 -An t i s e rum gegen L 121o 
Leukemieze 1 1 en t kombiniert mit Diphterie- A- F ragmen t 
und F(ab) - Ant i 1 ymphozy t en-Gl obu 1 in, kombiniert 
mit Diphtoriotoxin A. Mit Abrin, konjugiert mit 
Ant i-Thyl . 1 -F(ab) 0 , konnte Lymphom der AKR-xMause 
erfolgreich geheiJt we r den. 
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Auch Vinblastin, Dnimomycin, ADR, Ac t inomyc in D. 
Methothrexat , J -fl-D-Arab Lnofuranosylcytosin u. a . 
wurden als Liposom-Enkapsu 1 a te getestet und 
brachten Yorteile gegenuber dor klassischen 
Verabreichungs form , 

Enkapsulierung von Cytotoxikn/Cytostatika. 
ErfindungsgemaB konnen die bei "Immunotoxinen" 
aufgefiihrten Toxine sowie die higher in Verbimiung 
mit Liposotnen nicht beschr iebenen Zytostatika d^r 
allgemeinen Xlassen Alkyiantion ( Busu I f an=My 1 eran , 
Chlorambucil -Leuke ran , Cyc lophosphamid=Endoxan= 
Cytoxan , DBM=Myelobromal , HN2=Mus t argen , Phenylalanin- 
Mustard, ThioTEPA=TSPA , TEM ) , Antimetabolite 
(Azacytidin,Cytosin-arabinosid=Ara-C=Cytosar , 5-FU=5- 
Fluorouracil , 6-Mercaptopur in=6-MP=Purine tho 1 f 
TTG-Thioguanin) , Mi tose- Inh ib i to r en ( Vine r is t in- su 1 fat; 
Antibiotika (Mitomycin C, Bleomycin, VP-I6) 
sowie andere Zytostatika ( BCNU , CCNU, cis-Platinum (II), 
Hydroxyurea, DTIC , Mitotan = o , p-DI)D und S t a thmokine t ika 
(Colcemide , Anguidin) als Liposon - und/oder Erythrozyt 
Enkap.sulate eine tumorselektive Chemotherapie mit 
minimaien Nebenwirkungen ermogi Lchen. 
6 * 2 * Kovalente Bindung der Liposome an HPD 

Das HPD(=Haematoporphyrin-Derivat) wird laut 
neuester amerikan. Literatur selektiv an Tumorge^ebe 
•gebunden. Man kann daher die Li^osomen (an Stelie 
der Ig) an HPD assozi ieren bzw. kovalent binder 
und als Transportmittel fur Zytostatika und Toxine 
anwenden, 

6 - 3 * Kovalente Bindung der Liposome an Hormone 

(bei hormonabhangigen Tumoren) 

Bei hormonabhangigen Tumoren wie Prostata- und 
Mamma-Tumoren ist eine kovalente Bindung 
(Konjugierung) von Liposom-Vesikeln an synthetischo 
bzw. halbsynthetische Hormone moglich, da die 
Hormonrezeptoren die Organs c I ekt ivi tiit o rmog i i c h t on . 
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Kovalente Bindung er Liposome an Tumormarker 

Interessant ist auch eine Konjugierung von 
Liposom-Vosikeln an CEA , AFP und Tennessee-Antigen, 
vrenn diese Tumorantigene (lurch Anreicherung 
und Reinigung z.b. mit Hilfe von HPLC , 
praparativer Elektrofokussierung , Affinitats- 
chromatographie oder Chroraatof okussierung zur 
Verfiigung stehen. 

Tumorzellproliferationsbeeinflussende Substanzen 

Von Interesse sind, bei direkter oder indirekter 
fiber Liposom-Transpor t ves ike In Applikation, 
Substanzen wie Auxine , indo 1 subs t it uiert e 
Carbonsauren ( Indo ly 1 - 3-but t ersaure ) , naphtyl-bzw. 
phenyl substituierte Essigsauren( l-Naphtylessigsaure ) 
Derivate von Phenoxycarbonsaur en ( 2 , 4- Die hi or ph enoxy- 
essigaaure ; 2 f k , 5-Trichlorphenoxy-essigsaure ; 
2 -Methyl -^-chlorphenoxy-essigsaure ) und Derivate 
der Naphtoxycarbonsauren( 2-Napht oxy- e ssigsaur e ) 
wegen der Beeinf lussung der Tumorzellprolif erat ion. 
Cyt ochalas in 

An Antitumor-Ig kovalent gebundene Liposomen kbnnen 
auch Trager von Cytochalasin sein, welches 
Storung der Kern-Cytoplasma-Int erakt ion in der 
Tumor zel 1 e verursacht • 

Spezif iache Inhibitoren von Collagenase III und IV 

Nach den al 1 erneues t en Erkenn tnissen 
amcrikanischer Forscher sind Collagenase ITI und 
IV (als Exoenzyme) das Merkmal, der Selektions- 
vorteil, der die metastasierenden Tumorze 1 1 ini en 
von den nich t -me t a s t a s ierenden Subpopula t ionen 
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unterscheidet. Eine Enkapsul i orung von 
spezifischen Coll agenase-Henuncm ( z . B . von 
Co 1 1 agen-An t imetabo 1 it en/S t rukturana 1 oga ) 
in mit Antitumor-Ig beladonen Liposom- 
Vesikeln ist daher von Interessft. 

6.8. Butyrat 

Butyrat induziert als "reverse transformation 
agent" Wachs tumshemmung und/oder morphologischo 
und biochemische Redif f erenzierung trans- 
formierter Zellen. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand eines 
Beispiels naher erlautert. 

* 

Beispiel 

Phosphatidyl chol in (aus lluhnerei) und 
Phosphatidylserin (aus Rindergehirn) konnen in 
chromatographischer Reinheit kommerziell 
bezogen werden . 

Zur Herstellung von multilamellaren Vesikeln 
kann man beide Phospholipide im 1:1- oder 
im 7:3-molaren Verhaltnis in Chloroform 
auflosen. Vorteilhaft ist eine <i , 95 = ^ . 95 : o , 1- 
molare Mischung von Ei-Phosphatidylcholin , 
Rinder-Phosphatidylserin und Lysolecithin , 
gelbst in Chloroform, well sich 
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im Versuch gezeigt hatte, dart die dabei entstehenden 
Liposomen negative Ladui g bzv. ein Zeta-Potential 
aufweisen, welches eine etwa 12fach erhohte Phagotytoae 
bzw. Membranfuaionierung als be ispie 1 s we i se die 
elektrisch neutralen Liposomen aus E i-Phospha t idy lcho 1 in 
zur Folge hat - 

Nach der Choroformv(?rdampfung im Rotat ionsverdampfer werden 

wasser losliche Immuno s t imu La t or e n im mit 5-lo% FCS (FBS=Foetale 

Kalbserum) versehenen Zellkulturmedium (z.B. RPMI l6^o oder 

CMEM oder TC 199 oder HBSS) zugesetzt, die Mischungmit 

einem hochtourigen Gerat 2o-6o min Lang eraulgiert und die 

ent s tandenen , Testsubstanz enthaltenen Liposomen durch 

auf In j ekt ions sprit zen auf schraubbaren Mi 1 1 ipor e f i 1 1 er 

filtriert. Die Liposome werden auf einen Totallipidgehal t 

von ca luMol/ml Zellkulturmedium eingestellt und sollten 

nicht langer als 2k Stunden stehen. Der dur chschni t t 1 iche 

Liposomeninhal t soil ca pro Mol Phospholipid 

betragen/ Das Li po som- enkap s u 1 i er t e Material soil den zu 

s t imul ierenden Makrophagen in einer Dosierung gegeben 

5 

werden, daft loo uMo 1 Phospholipid auf 1 , lo Makrophagen 

anfallen. Diese Liposomdosierung entspricht einer 

absoluten Menge von ca o,25pl des enkapsulierten Materials 

5 

pro 1, lo Makrophagen. 

Wahrend bei der mechanischen Mischung der nach Abdampf en 
des organischen Lb sungsmi t t e 1 a und "Emulgierung" im 
wassrigen Medium entstehenden Liposomen Vesikeln mit 
einem durchschn i 1 1 1 ichen Durchrnesser von 5-5ojJm entstehen, 
kann der mittlere Durchmessex- durch Ul t rascha 1 l-Behandlung 
der "Emulsion 11 auf o,o5pn herabgesetzt werden. Die 
mechanisch erzeugten Liposomen sind aus konz en t r ischen 
Phospholipid-Bilayern multilamellar auf gebaut , wobei der 
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interlamellare Raum 5 ; *-75£ betragt. Die durchschnit t I iche 

phol ip Id-Oil ayer betragt 5o X. In 
diese Zwischenraume vrird das wasserlos 1 iche Material 
wie Immunostimul atoren bzw. Cytostatika und Lektino, 
in die Liposom-Bi layer die I ipophilen Verbindungon eingebnut. 
Bei nicht-aiolekulardispcrsen Wirksubstanzon winl dicsor 
regelnuifUg konzentrische Auf )au gestort, es kommt viel mehr 
zu einer Art Beladung der partikularen Effektormaterialen 
mit raultilamellarer Lipo somauBenschich t . Die fehlende 
Antigenitat der LiposomauBenschicht verhindert Immunant- 
worten vom verzpgerten Typ bei gleichzeitig er leicht erter 
Merabranannaherung und Fusion. Durch Ersatz von 
Dicetylphosphat in einera 7: 2 : 1-Gern isch von 
Lezithin, Cholesterol und Dicetylphosphat durch 

Stearylamin kann die negative Ober flachen Ladung des Liposoms 
zur positiven umgewandel t werden. Dies ist deshaLb von Bedeufcung 
da man beisp ie 1 swiese von Proteinen, die bei pH7 , o-7,'* positiv 
geladen sind, weirt, daft sie vresentiich hohere Immunogeni ta t 
aufvreisen, wenn sie in positiv geladenen Liposomen 
enkapsuliert werden. Auch das Lezithin: Cho 1 es teroi-Verhal tnis 
ist wichtig. Giinstig ist oft die Ober € lachenbeladung der 
Liposomvesikeln mit* denaturierten Immunglobulinen und 
(aktivem) C3-Komplement . Giinstig ist, wle an?derer Stelle 
ervrahnt, die gleichzeit ige Applikation von Adjuvant ien wie 
Saponin, M. tuberculosis, B. pertussis u.a. Bei Liposorn- 
Injizierung entstehen an der Injektionsst el le keine 
Granulome. Liposomen zeigten bei der Anwendung beim 
Menschen keinerlei negativen Effekte, eine rapide 
Mobilisierung von der Inj ekt ionss t e 1 1 e und eine 
betrachtliche Re tent ionszei t in der Lymphknoten. Liposomen 
sind biodegradierbar . 
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